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論文内容の要旨
本著者は澱粉に作用し、従来のマルトース生成酵素と異なりグルコースをほとんど、生成せず、にマルトー
スを多量に生成する酵素を見出した。本酵素は至適pH6--7、至適温度600C、pH安定性5"'7.5、温度
安定性--450C、分子量はSDS-PAGEで45，000であること、プロトンNMRの解析でαーフォームのマルト
オリゴ糖を生成する αー アミラーゼに属するもので、可溶性澱粉を基質とすると90%収量でマルトースを
生成することを明らかにした。また、そのメカニズムは種々のマルトオリゴ糖に対する生成物の分析から、
単なる加水分解ではなく、転移反応と加水分解をくり返すことによりほとんどグ、ルコースを生成せず、にマ
ルトースを生成することを明らかにした。これらの作用は製パンに応用すると柔らかなノマンができ、老化
を遅らせるのに利用できることが明らかとなった。
また、本著者が分離した耐熱菌の生産する熱、安定性のレパンスクラーゼは分子量45，000、至適pH6.0、
至適温度600C、pH安定性は5.5--7.0、温度安定性はこれまでに報告されたもの(--400C)に比べ、著しく高
温に安定で500C1時間の過熱でも活性の低下は見られず、 600C、30分の加熱においても約50%の活性を保
持していた。スクロースに対するkm値は16.7mM，Vmax453umol/min/mgでほかのレパンスクラーゼ
とほぼ同じであったが、 Fe2+(5 mM)存在下で活性が4倍に増加することが見い出された。また、本酵素
は高温で高分子のレパンと 3種のケストースを生成するが、ケストースの生成比は温度に依存することが
判明した。これらの結果から本酵素は高温あるいは酸性条件下でのレパン合成に利用できることがわかっ
fこ。
さらに不安定なレパンスクラーゼを酵母のグルコマンナンの過ヨーソ酸酸化物を用い、酵素のリジンの
εー アミノ基とシッフベース形成による複合体として熱安定性の付与を試み、目的酵素の調整に成功した。
本酵素は糖質25%を含み、分子量は57，000から80，000'こ増加し、温度安定性は500Cまで高めることが出来
た。反応生成物は3種ケストースとレパンを合成し、もとの酵素と変わらなかった。これらの結果から本
方法で不安定な酵素の特異性を変える事なく安定性を付与できる事が判明した。
論文審査の結果の要旨
本論文著者は、タイ国土壌よりアミラーゼおよびレバンスクラーゼの生産菌を分離するとともに、これ
ら酵素を精製・純化し、精製標品の蛋白化学的、酵素化学的諸性質を明らかにした。新規作用を有する酵
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素の用途開発ならびに酵素蛋白への糖鎖付加による耐熱性付与など、種々の応用的研究を展開し、以下の
ような特筆すべき成果を得た。その一つであるアミラーゼに関しては、作用特異性について詳細な解析を
行い、 αー アミラーゼに属する本酵素が澱粉よりグルコースをほとんど生成することなく 90%もの高収率
でマルトースを生成するという興味深い事実を見い出した。また、種々のマルトオリゴ糖に対する作用の
様式から、本酵素の加水分解に絶えず、強い糖転移活性が付随する事実を見い出している。さらに、加水分
解反応と糖転移反応の繰り返しによって最終産物としてのマルトースを集積する反応機構を提案するに至っ
た。本酵素の澱粉分解作用の応用についても検討し、製パン工程における有用性を指摘した。
レパンスクラーゼに関しては、高度の耐熱性ならび1こFe2+による活性化機構の存在など、既存酵素の性
質との聞に著しい差異を見い出した。
また、本酵素は高温で高分子のレパンと 3種のケストースを生成するが、ケストースの生成比は温度に
依存し、低温下には3-ケストースの生成量が著しく増加することなど、作用特異性に関する興味深い知
見を得ている。
一方、納豆菌由来の非耐熱性レパンスクラーゼをモデルとして用い、酵母のグ、ルコマンナンとの複合体
の形成による耐熱性の付与の可能性について検討した。複合体は高度の耐熱性を獲得したが、生成物は未
処理酵素のそれと同様であった。本方法は作用特異性を維持しつつ酵素に耐熱性を与える方法として極め
て有用とみなされる。
これらの成果は、酵素化学の分野に大きく貢献するものであり、博士(理学)の学位を授与するに値す
ると審査した。
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